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摘　要：为了获得最佳产酶条件，通过研究不同碳源（葡萄糖、木糖、麦芽糖、蔗糖、淀粉），氮源（牛肉膏、蛋白胨、大

豆蛋白胨、酵母膏、硫酸铵），碳氮浓度比和无机离子组成的培养基发酵，利用纤维蛋白平板法测定纳豆激酶的活

性。得到纳豆激酶的最佳产酶条件为：１．５％蛋白胨，１．５％麦芽糖，０．０５％硫酸镁，０．２％氯化钙，０．２％磷酸二氢钠

和 ０．１％磷酸氢二钠；碳氮浓度比为 １∶１。
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　　纳豆激酶（ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅ）作为一种高效溶血栓蛋
白具有很强的体内外溶栓作用，并具口服吸收溶栓

的优点，是具有开发潜力的食源性溶栓药物。目

前，许多研究者在纳豆激酶的研究与开发方面虽然

做了一定的工作，但仍不能满足纳豆激酶生产和应

用的要求。该文研究并优化了高产纳豆激酶突变

菌株产酶条件，旨在进一步为纳豆激酶的生产和应

用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料
菌株：由实验室分离所得，鉴定其为试验条件

下的高产突变菌株。培养基
［１－４］

（采用 １２１℃灭菌

２０ｍｉｎ）。氮源：牛肉膏，蛋白胨，大豆蛋白胨，酵母
膏，硫酸铵。碳源：葡萄糖、木糖、麦芽糖、蔗糖、淀

粉等。

１．２　仪器与设备
离心机、天平，水平层流双人净化工作台，ＨＰＳ

２５０生化培养箱，磁力搅拌器，ＢＳ１１０Ｓ型电子分析
天平，恒温摇床，恒温水浴锅等。

１．３　试验方法
１．３．１　标准曲线的确定　纤维蛋白平板的制备：
将纤维蛋白原溶于 ｐＨ７．４磷酸盐缓冲液中，制成
０８９ｍｇ·ｍＬ－１可凝结蛋白溶液，凝血酶溶于ｐＨ７．４
磷酸盐缓冲液中，制成 ７．５Ｕ·ｍＬ－１的溶液。取纤
维蛋白原１５ｍＬ，凝血酶 １ｍＬ，琼脂糖溶液（０．５％）
２０ｍＬ在水浴５０℃恒温１５ｍｉｎ，然后充分混合，倒入
圆形平皿中冷却，制成琼脂糖—纤维蛋白平板。将

发酵液离心取上清液，经适当稀释，作为粗酶液。

在琼脂糖—纤维蛋白平板上打孔，然后用微量移液

枪滴 １０μＬ粗酶液于孔内，放入 ３７℃恒温箱培养
１８ｈ［５］。

标准曲线的绘制：参照杨郁等的方法
［６］
。

样品纳豆激酶活力的测定：取经过适当稀释的

样品１０μＬ在纤维蛋白平板上点样，每个浓度各点
３次，在３７℃恒温培养１８ｈ后测定溶圈 ２个互相垂
直的直径大小，计算溶圈面积，反复测量 ３次，求得
平均值，查纳豆激酶活性标准曲线，即可测得样品

的酶活
［７］
。

１．３．２　产酶条件的优化　分别采用牛肉膏、蛋白
胨、大豆蛋白胨、酵母膏和硫酸铵 ５种氮源，其它条
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件相同，发酵培养后分别测定纳豆激酶酶活性，考

察不同氮源对产酶的影响。同理，分别用葡萄糖、

木糖、麦芽糖、蔗糖和淀粉 ５种碳源考察不同碳源
对纳豆激酶产酶的影响

［８－１０］
。以 ２因素 ６水平完

全随机设计，比较碳源、氮源的浓度分别在 ０．５％、
１．５％、２．０％、２．５％、３．０％时对纳豆激酶发酵产酶
的影响。然后设计 ４因素 ３水平的正交试验，考察
硫酸镁、氯化钙、磷酸氢二钠和磷酸二氢钠等离子

组成对产酶的影响。

２　结果与分析

２．１　纳豆激酶酶活测定
用游标卡尺测量溶圈 ２个互相垂直的直径，计

算溶圈面积，反复测量 ３次，求得平均值，并绘制酶
活标准曲线，以溶圈面积为横坐标，以标准尿激酶

活性为纵坐标作标准曲线。

图 １　尿激酶活性标准曲线

Ｆｉｇ．１　ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｕｒｏｋｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ

　　由图１可知，此标准曲线可供测定纳豆激酶的
活性使用，其线性关系为 ｙ＝３．０６３ｘ＋６２．３３，相关
系数为０．９９３。
２．２　产酶条件的优化
２．２．１　不同氮源对产酶的影响　分别以浓度均为
２％的牛肉膏、蛋白胨、大豆蛋白胨、酵母膏和硫酸铵
为氮源，研究了不同氮源对纳豆激酶活性的影响。

表 １　不同氮源对产酶的影响

Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｏｎＮａｔｔｏｋｉｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

牛肉膏

Ｂｅｅｆｅｘｔｒａｃｔ

蛋白胨

Ｐｅｐｔｏｎｅ

大豆蛋白胨

Ｓｏｙｐｅｐｔｏｎｅ

酵母膏

Ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ

硫酸铵

Ａｍｍｏｎｉａｓｕｌｆａｔｅ

纳豆激酶活性

Ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ／Ｕ·ｍＬ－１
４６７．９６６ ７６７．９２９ ７３９．４００ ３５８．３２３ １２２．２７９

溶圈面积

Ｌｙｔｉｃｃｉｒｃｌｅａｒｅａ／ｍｍ２
１３２．４３１ ２３０．３６２ ２２１．０４８ ９６．６３５ １９．５７２

　　由表 １可知，蛋白胨和大豆蛋白胨作为氮源
时，其酶活都远远高于其它氮源，且蛋白胨稍高于

大豆蛋白胨，达到 ７６７．９２９Ｕ·ｍＬ－１。这可能是由
于蛋白胨和大豆蛋白胨都属于复合型培养基，它们

除了含有丰富的蛋白质、多肽和游离氨基酸外，还

含有少量的糖类、脂肪、无机盐、维生素及某些生长

因子。因此与其它的氮源相比，蛋白胨和大豆蛋白

胨能更快地被分解利用，因此产酶速度较快，产酶

量也较大。结合原料成本和酶活等因素最后选择

蛋白胨作为最适氮源。

２．２．２　不同碳源对产酶的影响　选择 ２％的葡萄
糖、木糖、麦芽糖、蔗糖和淀粉为碳源，以 ２％蛋白胨
为氮源研究了不同碳源对产酶的影响。

表 ２　不同碳源对产酶的影响

Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｏｎＮａｔｔｏｋｉｎａｓｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

葡萄糖

Ｇｌｕｃｏｓｅ

木糖

Ｘｙｌｏｓｅ

麦芽糖

Ｍａｌｔｏｓｅ

蔗糖

Ｓｕｃｒｏｓｅ

淀粉

Ｓｔａｒｃｈ

纳豆激酶活性

Ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ／Ｕ·ｍＬ－１
６００．９８０ ５８１．７６３ ７１０．４３０ ６１７．８８８ ５３２．７７９

溶圈面积

Ｌｙｔｉｃｃｉｒｃｌｅａｒｅａ／ｍｍ２
１７５．８５７ １６９．５８３ ２１１．５９０ １８１．３７７ １５３．５９１

　　由表 ２可知，葡萄糖、木糖、麦芽糖、蔗糖和淀
粉均有利于菌种的发酵，产酶量都较高，平均酶活

为 ６０８．７６８Ｕ·ｍＬ－１。５种碳源中，多糖淀粉的产
酶量最低，单糖葡萄糖和木糖的产酶量均较接近平

均值，双糖蔗糖和麦芽糖产酶量较高，而以麦芽糖

作为碳源时，纳豆激酶产酶量达到最高的 ７１０．４３０
Ｕ·ｍＬ－１，且麦芽糖原料来源和价格也适宜，因此选

取麦芽糖作为培养基的最适碳源。

２．２．３　碳氮浓度及比例对产酶的影响　为了确定
试验的碳源、氮源浓度和碳氮浓度比，选用麦芽糖

作为碳源，蛋白胨作为氮源，碳源、氮源浓度各设置

０．５％、１．０％、１．５％、２．０％、２．５％、３．０％６个水平
的完全随机设计。不同碳氮浓度对产酶的影响如

表３所示。
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表 ３　不同碳源、氮源的不同浓度对产酶的影 响

Ｔａｂ．３　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｒｂｏｎａｎｄｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｅｎｚｙｍｅｓ

Ａ

蛋白胨

Ｐｅｐｔｏｎｅ／％

Ｂ　麦芽糖 Ｍａｌｔｏｓｅ／％

Ｂ１ Ｂ２ Ｂ３ Ｂ４ Ｂ５ Ｂ６

０．５ １．０ １．５ ２．０ ２．５ ３．０

Ａ１　０．５ ３０６．０２９ ３２８．５９２ ４１８．９８５ ４５０．５３６ ４１０．７１８ ３６０．５２０

Ａ２　１．０ ３３８．７１３ ３８３．１３６ ４８７．５３１ ４３２．７０３ ４１６．２７０ ４０５．１２４

Ａ３　１．５ ３７０．９８０ ４９１．９４２ ５２８．０２１ ５６１．７４４ ４９５．０３７ ４３５．４９３

Ａ４　２．０ ３７９．１３３ ４２１．１５９ ４９５．１２９ ４４２．９６２ ４６６．６３１ ４３０．３５２

Ａ５　２．５ ４１８．１７２ ３８４．８３６ ４３０．６４８ ４３９．９８６ ３８６．６３５ ３６３．４３１

Ａ６　３．０ ３７３．２２０ ３６９．８７１ ４２８．５７７ ４１９．６７３ ３９３．２８７ ３７５．２０９

　　对表３试验数据进行方差分析（表４），Ａ因素、
Ｂ因素的Ｆ值均大于α＝０．０５时的显著性临界值，

表 ４　方差分析表
Ｔａｂｌｅ４　Ａｎａｌｙｓｉｓｔｅｓｔｏｆｖａｒｉａｎｃｅ

方差

来源

Ｓｏｕｃｅ

偏差平方和

ＳＳ
自由度

ｄｆ
均方

ＭＳ
Ｆ α＝０．０５

Ａ ４０３５８．９１１８５ ５ ８０７１．７８２３７ ９．７５４７８２ ３．８６
Ｂ ４６５０１．２８８ ５ ９３００．２５７６ １１．２３９４ ３．８６
误差

Ｅｒｒｏｒ
２０６８６．７３１０５ ２５ ８２７．４６９２４２

总和

Ｔｏｔａｌ
１０７５４６．９３０９ ３５ １８１９９．５０９２

可知 Ａ因素、Ｂ因素都达到５％显著性水平。
　　依据 ＳＳＲ值，对 Ａ因素、Ｂ因素各水平的平
均数进行 ＳＳＲ检验，结果可知，Ａ３为最佳氮源水
平，Ｂ３为最佳碳源水平。所以培养基最后选用
１．５％蛋白胨为氮源，１．５％麦芽糖为碳源，碳氮
浓度比为１∶１。
２．２．４　无机离子对产酶的影响　在比较培养基离
子组成时，选择了硫酸镁、氯化钙、磷酸氢二钠、磷

酸二氢钠，设３个水平设计正交试验比较各种离子
对产酶的影响。

表 ５　正交试验结果

Ｔａｂｌｅ５　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｄｅｓｉｇｎ

因素

试验号

Ａ

ＭｇＳＯ４

Ｂ

ＣａＣｌ２

Ｃ

Ｎａ２ＨＰＯ４／ＮａＨ２ＰＯ４

酶活

Ｎａｔｔｏｋｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ／Ｕ·ｍＬ－１

Ｋ１ ８２３．５５８ １４００．８３８ １１１１．９０２

Ｋ２ １５０６．７２９ １３２０．５７ １３６０．３９４

Ｋ３ １３３１．６３９ ９４０．５１８ １１８９．６３

ｋ１ ２７４．５１９３ ４６６．９４６ ３７０．６３４

ｋ２ ５０２．２４３ ４４０．１９ ４５３．４６４７

ｋ３ ４４３．８７９７ ３１３．５０６ ３９６．５４３３

Ｒｊ ２２７．７２３７ １５３．４４ ８２．８３０６７

Ｒ２ｊ ５１８５８．０７ ２３５４３．８３ ６８６０．９１９ Ｓｅ　１３６．１３０６

Ｓｊ ２９１７０．１６ １３２４３．４１ ３８５９．２６７ ｆｅ　　 １

Ｆｊ １０７．１４０４ ４８．６４２２８ １４．１７４８７

αｊ ＜０．０１ ０．０１ ０．０１

优水平 Ａ２ Ｂ１ Ｃ２

主次因素 Ａ，Ｂ，Ｃ，

最优组合 Ａ２Ｂ１Ｃ２

表 ６　正交试验结果方差分析

Ｔａｂｌｅ６　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔ

方差来源

Ｏｒｉｇｉｎｏｆｖａｒｉａｎｃｅ

偏差平方和

Ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅ

自由度

Ｆｒｅｅｄｏｍ

均方和

Ｍｅａｎｓｑｕａｒｅ

Ｆ值

Ｆｖａｌｕｅ

显著性

Ｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅｌｅｖｅｌ

Ａ ２９１７０．１６ ２ １４５８５．０８ １０７．１４ Ｐ＜０．０１

Ｂ １３２４３．４１ ２ ６６２１．７０３ ４８．６４ ０．０１

Ｃ ３８５９．２６７ ２ １９２９．６３４ １４．１７ ０．０５
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　　从表５、６可以看出，３种因素中，硫酸镁对产酶

条件的影响达到了显著性水平，而氯化钙和磷酸氢

二钠／磷酸二氢钠对产酶条件的影响相对较小。通

过 ＳＳＲ检验，只有 Ａ２和 Ａ１、Ｂ１和 Ｂ３、Ｂ２和 Ｂ３、Ｃ２和

Ｃ１在 α＝０．０５水平显著，其余皆不显著。

结果表明，培养基的无机离子组成宜选择

００５％硫酸镁，０．２％氯化钙，０．２％磷酸二氢钠和

０１％磷酸氢二钠。

３　结论

对影响纳豆激酶活性的碳源、氮源、碳氮浓度

比和无机离子组成等产酶条件进行了优化，结果表

明纳豆激酶的最佳产酶条件为：１．５％蛋白胨，

１５％麦芽糖，０．０５％硫酸镁，０．２％氯化钙，０．２％磷

酸二氢钠和０．１％磷酸氢二钠，碳氮浓度比为１∶１。
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